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:WMMMM
w latach trzydziestych, odgrywajy, jek sic ckazalo, istotny
ne zainteresowanie tymi substancjami, a intensywne, szerokie
wmwmmaﬁmmzuy\q-
ich metabolizsw i wydalania, funkcji na poziomie komérek i na-
rzadéw orez zastosowania w eksperymentalnej i praktyczne) me-
dycynie /38, 46, 107, 110/. :
Wéréd dostownie tysicey prac o charskterze biochemicznym,
fizjologicznym czy te: farmakologicznym rzuca si¢ w oczy 2za-
skalmjaco skapa 1lo8é informacji dotyczacych cyto- i histo-
chemii prostaglendyn, & zatem informacji o lokslizacji i roz-
mieszezeniu tych zwiazkéw - tak w aspekele Jakosciowym, Jak
1 ilosciowym - w poszczegélnych komérkach i strulsturach tkane
kowych. Niedostatek ten mozna przypiseé trudnosciom metodycz-
nym wynikajacym z nastepujqcych przesianelks ;-
1/ prostaglandyny wywierajq swe dzialanie pejawiajac sig
v komérkach w niesiychanie malych ilodciach, rzedu na-
nogrentw /44/}

2/ nie sg one w tkenkach gromadzone, @& ich uwwolnienie pod
wpiywem okredlonego bodica jest wynikiem biosyntezy in
site /38/.
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mmmmzm&mmmwmd
reakeji histochemicznej jest Juz z teoretycaz
dzenia bardzo trudne.

niu Mm mmn wsqé od studidw nad mﬁm—

Mmkt&-mwmmmh
autoradiografii /35, 5‘*&550‘%1‘

Nissen /67, 68, 69, 72/ Zaczyk lokalizacje i dynamike wy-
dzielania prostaglandyn w rdzeniu nerki z obecnofcia i zacho-
wanien si¢ kropli lipidowych w kemérkach Srédniqzszowych,

w ktérych to kroplach wykazano znamiennie wysokie ilodci pre-
ten podtrzymywany byl réwniez w kilku innych pracach /14, 56,
61, 65/.
enzyméw blorgcych udzial w biosyntezie i metaboliZmie prosta-
glandyn.

Wykorzystujac reakcje redukcji soli tetrazolowych Nissen
i Andersson opisali metod¢ lokalizacji aktywnofci dehydroge-
nazy kwasu 15-hydroksyprostanovege /PCDH/, jednego z kluczo-
wych enzyméw systemu inaktywacji prostaglandyn w tkankach
/70, 71/. Jako substratu utyto prostaglandyn szeregu E. Bae
dania przeprowadzone na nerce szczura wykazaly najsilniejszg
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lego orez w Sciamach totniczek kory, Co pozostawslo w zgodnoe
przewazajqcy czeS¢ aktywnodfci tego enzym na terenie kory ner-
ki /3, 52/. Ta sama metoda histochemiczna posiupyla Sigginsowi
/100/ do badai nad mézgiem szeczura. Wykaza? on szezegling ake
Znikome ilofci prostaglandyn endogennych obecnych w thom-
kach' 1 istotna rola blosyntezy tych zwigzikdw in situ we wszy-
stkich procesach zwigzenych z ich oddzislywaniem przemawiajg
glandyn, stawiajac jako znacznie korzystniejszq alternatywe
mo2livodé cyto- i histochemiczne] lokalizacji systemu enzy-
matycznege odpowiedziainego za ich biosyntezg, a nazywanege
zbiorezo syntetazs prostaglandyn, ktdrego rozmieszczenie i ake
tyvmofé Jest najbardziej adekwatnym i precyzyjnym odzwierciedle-
niem procesu wwalniania prostaglandyn, a w poigczeniu z umiejsco-
wieniem aktywnosci dehydrogenazy prostaglandyn w danym narzo-
netabolizomu tych zwigqzkdéw,
poznanych 1 wyodrgbnionych enzyméw, przcksztaicajacych wielo-
nienasycone 20=weglowe kwasy tiuszezowe uwolnione na skutek
dziatania fosfolipazy A na fosfolipidy blon komérkowych /47/
w specyficzne jJednokarboksylowe hydroksykwasy zawierajqce
plericief cyklopentamowy i zmienmg 1lo$é wigzai niemasycomych.
cyck donatorami slektrondw, jak np. zredukowanego glutationu,




mgs.m/.mmmmwm
eda przy C-13 z wytworzenten grupy nadtlenkowej przy C-11

,@'w,wmmwmﬂm
W:Mtﬂmmw C~11, przylgcze~
niem atomu tlemu do C-15, izemeryzacjy podwéjnego wigzania
1 wytworzeniem pierscienis weglowego przez polaczenie C-8

z C=12 powstaje biologicznie czymmy prekursor prostaglandyny
o charakterze cyklicznego nadtlenku lnmsu tiuszczowego /31/.
o charakterze dloksygenazy /cyklooksygenazy/, ktfrego inhi-
bitorami sg m.in. indometacyna 1 kwas acetylosalicylowy /58,
102/. Przemiana nadtlenku w czasteczke prostaglandyny zacho-
zujacej powstawanie prostaglendyn szeregu E 1 reduktazy od-
powiedzialnej za tworzenie prostaglandyn szeregu F /31, 49,
58, 111/. |

Biochemiczne badania aktywnoSci syntetazy prostaglandyn
w poszczeglinych frekejach subkemdrkowych wykazely fcisty

iazek tego systemu enzymatycznego z frakcjq mikrosomalng,
SRV SARte ian SRR Sty
,205«079330‘”""2,‘

Jedyng opisang dotychczas metods histochemicznego wykry=-
nia Janszema 1 Nugterena /42/ oplerajaca sic na przejéciowyn
powstawaniu w czasie blosyntezy prostaglandyn silnie reaktyws
nych grup chemicznych o charakterze nadtlenkéw /przy C-11
i C-15/. Metoda ta wykorzystujqc w charakterze substratu
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globiny erytrocytiw, mmmmww
mefw pozostawlajae mozliwodé gemeracyi
mm«mmzmmam
MW&MW&LSM
/oaB/. | {

343 “=dwuaminobenzydyna zostala wprowadzona do histochemii
mm:m‘m!ﬂ'/wmwm
utyli tego zwiazim do wykrywania sktywnoSci egzogemnej per-
oksydazy chrzamu pedanej do krezenia, a nastepnie §ledzone)
podczas absorbeji w kemalikach gidunych nerek. W obecnodci
H,0, percksydaza katalizowala utlenienie DAB z formy bezbar-
wnej do brazowego stratu, ktéry potraktoweny czterotlenkiem
mwmvm.uaﬁm.wm
drobny, mmmmmmmvm
demwmmmmm-
vahﬂ&h—lw

Jako marker egzogennej peroksydazy i cytochromu ¢ byia
W&MMWLW
v komérikach i thankach /28, 45, 104/.

¥ metodach immmohistochemicznych wykryweno na te] drodze
mm»mumpm
mw ktérego lokalizacje byla przedmiotem
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Stum i wsp. M zastosowali DAB do W aktyw=
nodcl oksydazy cytechromowej, enzymu typowego dla mitochon-
dridw. ¥ reakcyi tej DAB utleniana byla bezpoirednio pr
eytochron ©. Novikoff i Goldfischer /76/ m,mn metode niee

mwmww:mwmm

/40/ oraz mioglobiny /25/. Opisamo réwniez fotocksydacje DAB

DAB przez noradrenaline i melaning /75/ oraz lipofuscyny /26/.
¥ reakcjach z Zelazocyjankiem miedzi /brgzem Hachetta/ po-

wstajacyn w wyniku dzialania szeregu enzynéw /kwaina fosfataza,

esterazy, dehydrogenazy/ DAB przylacza sic z jedne) strony

do 2elazocyjaniu, z drugiej 2zaé wiaZe osm tworzac w miejscu

Vykorzystujac swoiste Rgczemie sig¢ DAB i grup siarczanowych,
system DAB-czterotlenek osmu wykorzystano do wykrywania zardw-
no grup siarczanowych /8/, jek i sulfonowanych mukopolisacha-
rydéw /59/.

Histochemiczne podstawy zastosowenia DAB i jeJ szerokie
wilorzystanie do wykrywania szeregu enzymdw zwracajy uwage
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‘ty poérednié biosyntezy prostaglandyn 1 pozostawiaje otwarts
mmummamwm - ezy
awmswmwmm
WW mmﬁm © rozmieszczen:
vammmm ]
ssakéw /43/ w specjelistycanej litersturze nie ukazala sig,

CELE I ZAROZENIA PRACY

MMM. ammmmm
mzwumwmmvm
lokalizacji syntetazy prostaglandyn przy usyciu DAB i oceny
jej czulodei 1 swoistosei, & co 2a tym idzie przydatnofei
w badaniach cyto- 1 histochemicznych.
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I. Materis? tkamkowy.

Do m "“._?'se» Pl
m&s

ﬁmwmim,;@m,mm
&luzowa soladia, Jelito clenkie, watroda, dle-
clenkie, mesercouy, oko, mézg.

I1. Pobieranie meterialu.
W przypadiu tryka i buhaja material pobierano z rzesni,
starajac sig, aby czas pomigdzy zebiclem zwierzqcia a po-
breniem materia?u byl jek najkrétszy. Kréliki i szezury
zabijano w laboretorium poprzez dozylne wstrazyknigcie po-
~wietrza /krbliki/ oraz dekepitacje /szczury/, bez utycia
narkezy. Material pobierano natychmiast.

III. Utrwalanie.
A. Mikvoskop optyczny. Zastosowano dvie zasadnicze procedury:
1. Material nieutrwalony zamraseno w cieklym azocie, a na-

stepnie w tym samym dniu skrawano na kriostacie. Skrowki
utrwalano badZ przed przeprowadzeniem reakcji histoche-
nicznych, beds tez reakcje wykonywsno na skrawkach nie-

i utrwalonych, ktére utrwalano dopiero po inkubacji i po
wyplukaniu piymu inkubecyjnego.
Do wirwiliute upheswyutouns BF Testls iy sO0ubuts |
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thﬁﬁﬁm,pﬁ&&ﬁwg

&B&p&ﬁm&sn&mnuulmprminzﬁhrmm-
olineryzowanyn paraformaldehydzie w 0,1 M buforze fos-
mg%ﬁ;m::&ﬁmwm

Ww\ffsmm'vknmm:w

datkiem 7,5¢ sacharezy przez 18 - 24 h, a nastopnie zae

; |

B. Bmmg Reskeje histocheniczne przeprowa-

dzano na thankach zardwno utrwalonych Jak i nieutrwelonych.

1. W pilerwszym przypadku natychmiast po zabiciu zwierzccia

~ marzad in situ polewano 2,9¢ roztworem aldehydu gluba-
mwa.sammwpnu;.mmm

tmmwﬂmmmmmaw
wykrawano z wybrenych obszardw thanki bloczki 1 x 1 mm,
ktére utrwalano przez 1 h, piukano w buforze fosforanc-
wyn z dodatkiem 7,5% sacharozy przez 18 - 2& h. Czgéé
materialu zamrasano w ciekiym azocie.

- 2. ¥ przypadku materialu nieutrwalonego inkubacje przepro-
wadzano na bloczkach wielkoSei 1 x 1 mm lub na skrawkach

mammmmo/m
zaprozeniem w cieklym azocie. Po wypiukaniu piynu inkue
bacyjnego buforem fosforanowym z dodatkiem 7,5%¢ sacha-

rozy material utrwalamo w 2,5 aldehydzie glutarowynm
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A, Wikroskep optyczny. Skrawki o grubedct 7 mm krejono na

' kriostacie SLIE w temperaturze -20°C, nakisjeno na
wmmm,mummmhzm
a nastgpnie poddawano dalszym procedurom.

B, Wikvoskop elektronowy. Skrawki grubosci ok. 700 & /3as-
cmﬂnki&.?,m,mmvw@-
tyczoyn.
mm&m&mmma&w
mmwm.

v,mmhm.

1. Reskeja wykrywajaca aktywnodé ‘syntetazy prostaglandyn.
Skiad piymu inkubacyjnego wg Janszena i Nugterema /42/:
kwas arachidonowy: O,4 mgs DAB: 2 mgs RKON: 0,65 mgs
bufor 0,2 M Tris/HCl, pH 8,03 10 ml.
HWMWNMW
DAB /Sigma/. Przebadane szereg wariantéw piynu inkubse
cyjnego /p. wyniki/.

2. Reakeje uzupeiniajace. W doswiadczeniach uzupelniaje-
histochemiczne wykorzystujace AB:
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. wg Wovikoffa 1 wsp. /Th/3
fischera /76/5

¢/ veakeja wykrywajqca sictywnosé oksydazy cytw!ma;

« Selignana i wsp. /99/3 _
.ﬂW&M@Mgi%wﬁmm

i Geldfischera /76/3 :

o/ reakota 2 utlentona DAB wylryvajaca biatka hemove
wg Hivei /4O/. :

3. Reakcje kentrolne: e 7 ,,
dm*m”mmmcwmmm_
stratug _ »
w'mﬁmemm!sv

¢/ inkubacju w obecnofci "falszywego" substratu
/uykorzystanot kwas palmitynowy, kwas stearynowy,
kwas olejowy, kwas linolowy, kwas linolenowys kwae
WMWVW,\»
‘dzie sole sodove przy pomocy NaOH lub Na,S0,/; nad-
tlenek wodord/s '

d/ inkubacja w obecnodci inhibitordw /stos S Sk
vam,quwm’
cyjanek potasu, fluorek sodu, azydek sodu, amino-
triazol/; ‘

e/ inkubacja w obecnosci katalazy /dla wyeliminowania
aktywnodci peroksydazowej zaleined od H,0p/s
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A. Hikroskop optyczny

Uzyskane wyniki reakcji na aktywnosé syntetazy prostaglandyn
vykonane) Scifle wg formuly podanej przez Janszena i Nugterena
/42/ nie byly zgodne zardwno z oryginalnymi rezultatami outo-
réuw, Jak i 2 lokalizacjq badanego systemu enzymatycznego wyka-
zywang w dofwiadczeniach biochemicznych. Produkt reakcji obecny
by: w znacznych ileSciach w narzadach, w ktdrych nie wykazano
ilodciowo znamiemnej produkcji prostaglandyn /kora nerki, mig-
sieft sercowy/; co wigceJ, reskcja zachodzila réwniez w skrew-
kach kontrelnych, przy nieobecnoSci swoistego dla biosyntezy
prostaglandyn substratu - kwasu arachidonovego.

W tych warunkach zarysowala sic koniecznodé dokladniejszego
przebadania powy2szej reakcji nieswoistej i ustalenia warunkéw
niezbgdnych do JeJ eliminacji.

I. Reakcja nieswoista - wystgpujgca w nieobecnodéci kwasu are-
chidonowego. :

Z dodwiadczeri wstopnych wynikazo, 2e reakcja ta zachodzi
przy zastosowaniu prostego piymu inkubacyjnego zawierajqcego
DAB w buforze, przy czym wykorzystywane sg substraty endogemne
obecne w tkance. ¥ tkankach silnie aktywnych intensywna reak-

cja zachodzila Juz po upiywie 30 min inkubacji.

1. Lokalizacja aktywnofci.

mmwm-rmmzmr.
Oznaczenie symbolis +: reakcja na granicy uchwytnodci optycznej;
++: reakcja siabaj ++¢: reakcja intensywnag +++43 reakcja wybit-
nie intensywna.
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a/ nerka /krélik, szczur/: kanalik gi6wny /+++/, remic szo-
rokie petli Henlego i wstawka /eess//Ryc. 12/, niektdre
komérki cewsk zbiowezych fe+/ /Rye. 1o/
osi widkien fesss/ [Ryc. 2/3

¢/ bliona Sluzowa 2oigdka flrdlik, szezur/s komdrki okiadzi-

" nowe, reskeja ziarnista ferse/ [Ryc. /3

@/ tarczyca /hkrélik/: komdrki okoXopechorzykowe Je/3
w migéniu sercowym /e++/, widoczny ré2ny stopied reaktyw-
nofei wiékien micéniowych /Ryc. 4/3

£/ centralny system nerwowy /szczur/: niektére neurony w jg=
drach podkorowych /+/, komérki Purkiniego /+/3

g/ gramlocyty w obrgbie szeregu narzadéw /Jelita, piuca,
nerika, skéra/, reakcja ziernista /s+/.

Pozostale narzady i struktury thkankowe spodrdd przebadanych

nie wykazywaly reakcji pozytywnej.

2, Viplyw wysokiej temperatury na reakcj¢.

Po zagotowaniu skrewhkéw przez okres 5 min reakcja nie wy=-
stepowaia. Ogrzewanie wysuszonych skrawkdw w powietrzu do
temperatury 100°C przez okres 10 min spowodowalo znaczne
osiabienie reakcji, jednak nie uzyskano jej cailowitego za-
hamowania. Przy snalogicznym ogrzewaniu suchych skrawkéw
v temperaturze 80°C przez 10 min reakcja wystcpowada w pel-
nym natezeniu. '



zetestowant amasaue.vsaw,z. o
WW@WW&:W&&%& - 9.8,
,Www_wﬁﬁ,s 7.5

4, Wplyw stezenia DAB-HCL w plynie inkubacyjnym.
Stezenie minimalne wystarczajace do wystapienia optycznie
- 0,05 mg DAB-HC1/ul, stezenie optymelnes 0,5 mg DAB-HC1/ml.

5. Wplyw utrwelkania,

fragnenty wielkofei 1 x 1 mm, czas utrwalania 1 h/:
-mmmwmm
uwesmmmau
= 2,9 aldehyd glutarcwy: zapoblega wystapleniu reskcjis

b/ utrwalanie skrewkéw przed inkubacjy /czas utrwalania 5 min/:

- metanol absolutny oraz 2,5% aldchyd glutarowy zepobiegajs
wystgpienin reakcjis

- 100% aceton, 50 aceton w buforze 0,1 W Tris/HC1 pH 8,0,
4 zdepolimeryzowany paraformaldehyd oraz formol=Ca wywo-
mmmmmmm
wzmocnieniu kontrastu pomigdzy elementami silniej i sZabiej
reagujacyni.

Kalezy zaznaczyé, 2e granulocyly reagowaily pozytywnie nieza-

leznie od rodzaju utrwelania,



6. Wplyw inhibitordw obecnych w pynie frkubacy jnym.

dm-wwmgu'uamuemmmmw.
mmxmaam&swwmmm
tora i czasu trwenia reakcji. Vykazano, Ze przy czasie ine
peinego zehamowania reakeJi wynesilo 1 i, natemiast przy
czasie inkubacji 2 h 30 nin /zalecanyr dla wykrywenia syne
tetazy prostaglandyn/ konieczne ckazalo sie stetenie 5 i3

b/ azydek sodu /Neli,/: w stezeniu 5l powodowal zahamowanie
‘reakedt /Ryc. Sofs ' '

¢/ fluorek sodu /NeF/: w stezeniu 5 = wywolywal nieznaczne
ostabienie reakeji /Ryc. 54/3

umn.zmzwwmo.m = 0,1 1 nie wy-
MMWWMWW
/Ryc. Sefs

e/ indometacyna: w steteniach 1 pil - 1 ml pozostawala bez
wplywu na reakcje /Ryce 58/.

7. ¥niyw osmolarnofSci piymu inkubacyinego.

dmawmmwmmmwmzm .
0 = 10 pozostaje bez wpiywu na wynik reakcji /Ryc. 6a/.

Stgzenia sacharozy w granicach 10 - 304 stopniowo osta-
‘biajy intensywnod¢ reakcji, nie doprowadzajac jednekze ‘do
Je) caikowitego wygaszenia;

b/ obecnosé w piynie inkubacyjnym NaCl w ste2enin 0,9%,
lub piynem Ringera o pH 8,0 /uzyskanym przez dodenie
0,01 M NaOl/ zapobiega wystapieniu reakcji /Ryc. 6b/s



e/ M w M mym 7:5% pol hwinylopyrelidony
/eve/ W retapieniu m& /Ryc.6c/

ps2abienie w Efekt M zahamowanda

, ‘ boche '»mmmsmsr&-
mmw@.&ﬁ,wmm
zostaly m:mx.m str. 17/

8, Reakcje e kontrolne.

a/ reakeja wykrywajaca aktywnoéé oksydazy cytochromowe] wg Se-
M,mmmmwm
Wmi Goldfischera /76/ wykazaly analogiczne roze
mieszczenie elementSw reagujecych pozytywnie w badanych
narzgdach. Ponadto w obecnoSci egzogennege cytochromu c
oraz przy zastosowaniu metody Novikoffa observowano poje-
wienie si¢ produlctu reakeji w szevegu innych struldur than-
kowych /wgtroba, siatkéwka, tarczyca, mézg i in./3

b/ reakcje wykrywajace sktywnosé endogermych peroksydaz oraz

ujacych pozytywnie zgodne z uprzednimi doniesieniami
/Th, 76/ natoniast odmienne od uzyskenego w badanej reakcjis
¢/ wyniki reakcji z utleniong DAB, wylkrywajace] hemoproteidy
v duzej mierze pokrywaly si¢ z wynikemi uzyskemymi w przed-
stawlonych badaniach. Dodatkowymi elementami reagujqcymi
pozytywnie przy zastosowaniu te] metody byly erytrocyty.
ReakeJa ta odzreczala sig ponadto niewrezliwodcis na utr-
walanie w aldehydzie glutavowym /3 = 24 h/ /Rye. 7/.
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Tablica I ‘

Wpiyw izcosmotycznych stesedi NaCl, sachavozy 1 BVP
na mitochondrialne reskcje z DAB

W

| . |
| ‘ % 8
%@WAQM ‘m - e -

L2 : . :

Thouhs sddetwwibgueg o o o
. SeiacL, i Toe e e 0 T

m.!rim,,gl? -+ DAB TP
+ ktalazm /2 /s 30 min

Wo“ . ESE
uf,. Tris : ; 2 + DAB PO © - - TR
fcymc'¢%1h

y pH 6,0 + DAB e = S S S

buf, oc 3
5 + 0,000
L S0 e

Utr. 2,5 ald. glutarowys _ '
'« Tris/HCY -7 : PE FEE e W

Objaénienie symboli: -: brek reakejiz +: reakcja dodatnia na
granicy uchwytnodcis ++¢ reakcja siabaj +++3 reakeja o Sred-
niej intensywnofcij ++++: reakcje intensywna



mmmnﬁwmmmmwm
Mumwmpmm
wego, przy réwnoczesnyn braku reskcl w skrawkach kontrol-
nych inkubowanych bez substratu. Reskcja ta swq lokalizacdy
Wmm;m:mzmm/&/.

1. Lokalizacja aktywnoSci.

Spodréd wszystkich przebadanych thanek i narzaddw pozytyw-
ng reakeje obserwowano jedynie w komdrkach cewek zbiorczych
i komérkach Srédmigzszowych nerki krélika orez w nablonku

W nerce produkt reakcji pojawial sie w kemdrkach cewel
zbiorczych przebiegajgcych na terenie promienistodci rdzen-
nych w poblizu grenicy kory i rdzenia, intensywnodé reakcji
w cewkach zbiorczych poczatkowo wzrastata, aby osiggnaé make
simum w obszarze na granicy rdzenia zewngtrznegoe i vewngtrze
nego /Ryc. 8a/, a nastepnie zmniejszala sig w miarg jak cowe
ki zbiorcze zblizaly sig do brodawki nerkowej. Reakcja nie
uwidocznila dwéch typdw komérek Sciany cewek zbiorczych opi=
sywenych w badaniach ultrastrukturalnych /Ryc. 8 b,c/. W oko=
licy brodawki pozytywnie reagowaly réwnie2 komSrki Srédmigze
szowe /Ryc. 8d4/. _

W komérkach gruczotowych pecherzykdéw nasiemmych /Ryc. 9a/
zwracala uwwage wyrainie dodatnia reskcja biony Jadrowej,

Z reguly silniejsza od reskeji cytoplazmatycznej /Ryc. 9b/.



golo M veakeji, Ogrzewanie suchego skrawka w Mﬁ-
trzu, w temperaturze 100°C przez okres 15 min powodowato
oslabienie realkcii do granicy uchwyinodei Wﬂw %
wanie suchego skrewka w temperaturze 80°C przez okres 10 m
nie wywolywalo znaczniejszego osisbienia Intensywmosei reakcji

5. Dynamika veakeji.
inkubacji 1 osiggel najuyisze natedenie po 2 h WV uin - 3 h
piyms inkubacyjnego co godzing, badZ tez bez zmiany pilymu

4. Wplyw pil piynu inkubacyjnego.

Przebadano piyny irkubacyjue o pH od 0,75 do 10,2. Reakeja
zachodzila w przedziale pH 5,5 - 8,5 uzyskujac najwyiszy in-
tensyunodé w pi 7,5 - 8,0,

5. Wplyw stezenia DAB-ICL w plynie inkubacyjnyme

Stezenie minimalne wystarczasjace do wystgpienia optycz-
nie uchwytnej reakcji wynosilo 0,1 mg DAB-ICl/ml, stezenie
optymalne: 0,5 mg DAB-HCl/ml. Zwigkszanie steZenia DAB-HCL
powyze] 1 mg/ml nie wywolywalo nasilenia intensywnodci re-
akeji.

6. Wplyw stezenia kwasu erachidonowego w piynie inkubacyjnym.

Slad reakeji wystgpuje przy progowynm stgzentu kwasu are-
chidonowego - 30 A, intensywnod¢ reakcji sukcesywnie wzra-
sta aé do najwyszego przebadanege stgienia 3 nil kwasu ara-
chidonowego.



Wmmmwmuwc
reakedi, mmmmmmgm
Utrwalanie w & mozmm

w formol-Ca przez 1 nmin powodowalo wyraine osiabienie ine
‘krétkim czasokresie dzialania hamowaly reakcje zupelnie.

8. Wplyw dwumetylosulfotlenku /DNMSO/ na reakcje.

Dodanie DIISO do piynu mmmmnzm
choé uchuytne zwigkszenie intensywnodci reakeji /Rye. 10/.
Efekt ten osigga maksimum przy stozeniu 2¢ IMSO.

9. Wpkyw protekcji osmotyczne] na reakeje.

Obecnosé w piymie inkubscyjnym 0,9 NaCl lub 7,5 sacha-
mymwpzmmmtmsmoéé reakc:)i. Przy dodeniu do piy-
ru inkubacyjnege 7,5 PVP obserwowano caikowite wygaszenie
reakeji /Ryc. 11/.

10. VWplyw inhibitordw.
Bez wplywu na reakcje pozostawalys
a/ KGN /1 - 10 Wi/, /Ryc. 12b/3
_ b/ NeF /5 - 10 ut/, /Rye. 12¢/5
¢/ Naliy /5 - 10 B/, /iye. 12d/3
4/ indomatacyna /1 pit - 1 mi/, /Ryc. W&
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e/ kwas mefensmowy /Ponstan//2 - 10 wi/, /Ryc. 128/3

£/ kwas acetylesalicylowy /5 - 25 i/, /Ryc. 12g/.
Substancje te nie hamowaly veakeji eni w wypadku dodania

ich do piymu inkubscyjnego, ani w wypadku uprzednie] preine

wa2 preinkubacja skrewkéw w samyn buforze w temperaturze

akeji, a powy2ej 30 min jej zupeine wygaszenies

g/ 3-amino,1,2,4-triazol w ste2eniach powyzed 10 nil calko-
wicie hemowal reakcje /Ryec. 12 h/.

« "Falszywe®™ substraty.

‘Wprowadzenie do piymu inkubacyjnege nasyconych kwaséw
tiuszczowych /palmitynowego i stearynowego, % mil/ w miejsce
kvasu arachidonowego nie dato w efekcie reakcji pozytywne]
/Ryc. 13a/. Taki sam rezultat uzyskano zastgpujgc kwas ara-
chidonowy kwasem olejowym /§ mil/, /Ryc. 13b/.

Po zastgpieniu kwasu arachidonowego kwasem linolowym lub
linolenowym /% mil/, /Ryc. 13 ¢,4/ obserwowano wystapienie
reakcji dodatniej o takiej samej lokalizacji narzadowe]

i tkankowe] jak reakcje zaleZna od kwasu arachidonowego.
‘powy2ej nienasyconych kwaséw tiuszczowych intensywno$é re-
akcji byla najnifsza w przypadku kwasu linolowego, najwyz-
sza zad w przypadlku kwasu arachidonowego.

Dodatnig reakcje o identycznej lokalizacji i znacznie
wigkszej intensywnodci uzyskano po dodaniu do piymu inkuba-—
mvm'mmmm%/ﬂw. 13
f,8.0/.
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12. W katalazy. |
M A w wied - ﬁ;ﬂ
kwaséy tluszczowvch W ks o

II“”MBM{@‘;M«M%
Kubacyjnego nie wywlera? 2ad e
cje, /Ryc. 15a/. Hydrochinon w . ":ﬁ e
mmm 15&’, ; b powodowal

I. Reakeja nieswoista, " - e
arachidonovego. DN S——

V komdrkach, w ktérych mikros

”’Mzmwmm&m

cowego, kemSricl clctadzinove/ mikroskop o
gesty elektronowo strgt DAB :‘*MMM
wylacznie w mitochondriach /Ryc. 16/. mmw
niak przestrzenie pomiedzy blong zewnstrang i wewngtrang mi-
tochondridw, oraz wn;trze grzebieni mitochondrial

Imne strulktury, a w szczegllnodel | SRR



, ym zostaly potwierdzone réwniez zmiany
Mﬂm& mmmmzmmmu~
lizatoréw mitochondrialnych /liaCl, sacharezy, PVP/ opisane po=
towych w mikroskopie optycznym.

owego w piynie inkubacyjnym.
M“WMMWahanmm
cieni metodycznymi. Utrwalanie therki en bloc ,gmﬂ,
Wmm&aww Sasale
oslabialo reakcje, tak, iz aczkelwiek byia ona widoczna w mi-
kroskopie optycznym, to Jednak ilodé stratu w przypadku ultra-
cienkich skrewiéw do eeléw mikroskopu elektronowego byla zbyt
nikia, aby wytworzyé uchwytny kentrast. Stad tez zachodzila
keniseane$é srkubowanis thanek niswtrwalanych, co wmoflS
uwidocznienie produktu reakcji wME, jednskie pociggalo 2a
sobq znaczne uszkodzenie wevngtrzkomrkowych strultur cyto-
plaznatycznych.

Inkubacja w piynie zawierajecym DAB, KCN i lwas arachido-
nowy spowodowala pojawienie si¢ elektronowo ggstego strgtu
DAB/osm w kemdrkach nabZonka gruczolowego p;cherzykéw nasienw
mm.smummmmmmnm
lodciowo doSé skapy, zlokalizowany byt na bionach siateczki
Srédplazmatycznej 1 ostonki Jadrowed /Ryc. 17/. Mitochondria,
valy vbecnoich strgtu.




IMM m& produlktu m G ¥ St
padi zastapienia kwasu arachidonovego kwasen limlam lub
linolenowym, a take ﬁzﬁz - ¥ tym ostatnim




Resktcja nieswoista pojawia sic w korze nerki orsz w szere-
gu fomyeh narzadéy w wypadia ulycla piynu inkubacyjnego nie
zewierajacego kvasu arachidonowego, a zatem zlozonego Jedynie
z tuforu, DAB i KON we wskazenym przez Janszena 1 Nugterens
stezeniu 1 mi /642/. Utlenianie DAB przebiega tu na drodze en~
zymatycznesd, ze czym przemawiaja: /fa/ wrazliwosé reakedi na
gotowanie, /b/ hemowanie reakcjl przy wiyciu inhibitoréw -
XCN w steofeniu 5 oM i NaF réwniez w steieniu 5 mi, Wyssze nis
w pracy Janszena i Nuglerena stozenie KON potrzebne do zoha-
movania reakcji nieswoiste] wynika zapewne z réznic w tech-
nicznej stronie praygetowania inkubacji - w pracy niniejsze]
piyn inkubacyjny nakrapisny by na szkieiks w komorze wilgote
nej; takie warunki stwarzejq mozliwosé uypmﬁam:j
czgfel inhibitora z piynu inkubacyjnego, z czym nalezy sig
zgwsze liczy¢ przy opisanym powyzej sposoble inkubacji, zwia=-
szeza gdy czas inkubscji jest dlugi.

Wra21iwolé reskeji na KCW 4 NeF oraz jej lokalizacja ultra-
strukturalna v obrebie przestrzeni migdzybioniastych i wew=
nqtrzgrzebieniovych mitochondridy sq zbieine z rezultatami
uzyskivanymi w reskcji wykrywajqcej przy uzyciu DAB system
oksydaza eytochromowa/cytechrom ¢ /9, 19, 88, 99/. ¥ orygi-
nalnej metodzie Seligmena i wsp. /99/ piyn inkubacyjny za-
wiera ponadto egzogenny cytochrom ¢ i katalazg, JednakZe opi-
kubacyjnego bez tych dwdch skiadnikéw /9, 99/ - do utlenienia
DAB wystarcza wéwezas endogernmy cytochrom ¢ obecny w tkance.

Réznice w reaktywnosci poszczegSinych thkanek i narzqddw



,, roowego a staba watroby, czy micdni szkie-

Odrebnego komentarza wymaga wplyw stabilizatordw mitoe
mmmmzm.ﬁwmm
mmmsmm,ﬁlimﬁ;%lwmm-
bgcyjnyn powodujq calkowite zahamowenie reakcji. Moznaby na
tej podstawie sadzié, e w warunkach tych wystapienie pozy=
tywnej reakcji z DAB w obrgbie mitochondridw uzaleznione jest
od osmotycznego uszkodzenia tych orgeneRli, a ich protekcja
osmotyczna i stabilizacja zapobiege wystgpieniu reakeji.
¥ tym ujeciu sacharoza, ktérej obecnodé w stezeniu 7,5 nie
hamuje utlenionia DAB, bylaby trektowana jJjako nieodpowiedni
stabilizator,. Stanowisko takie znajduje potwierdzenie w bada-
niach Novikoffa nad izolowamymi mitochondriami /73/, w ktérych
wykaza® on lepsze zachowanie struktury tych organelli w roze
tworze zioZonym z sacharozy i PVP, ni2 w same] sacharozie.
Zmiany reaktywnodci mitochondridw w wyniku ich pgcznienia
¥ warunkach nie-izoosmotycznych, zwlaszcza w 2akresie pi po-
wyzej 6, sq brane pod uwagg przy wykrywaniu aktywnodci de-
hydrogenaz /98/, tuta) tez z reguty stosuje sig 7,5 PVP,
zazwyezaj wraz z jonemi Mg'¥, w celu stabilizacji i protek-
cji mitochondridw, oraz w celu zapobiezenia artefaktom dy-
fuzyjnyn /17/. PVP stabilizuje aktywnodé enzymatyczng /20/3
Jedynie w przypadiu pepsyny /22/ 1 - czgéciowo - dehydroge-
vary mlecxanowe) /16/ opisano hamowanie aktywnoscl enzyma-




nych mitochondridw z DAB w obecnoded NaCl i PVPj
2/ dodanie do plymu inkubacyjnege egzogenmnego cytochromu ¢

powoduje wystapienie silnej reskcji w obecnodci 0,9% NaCl
/Ryc. 64/ i pozytywnej, choé znacznie mniej intensywnej
reskecji w pliynie zawierajacym 7,5% PVF3
3/ NaCl i PVP nie zapobiegajg wystapieniu reakeji z DAB
w tkance utrwalonej, gdzie niebezpieczefistwo osmotycznego
uszkodzenia mitochondridw jest zmacznie mniejsze.
Egzogenny cytochrom ¢, Jjek wiadomo, zwicksza efekt aktyw-
nosci oksydazy cytochromowej, przyspleszajqc proces utlenio-
nia DAB /99/. Me2na wige przyjaé, Ze wplyw NaCl i PVP polega
na zmmiejszeniu szybkodci reakcji mitochondrialnych z DAB,
a mechanizm dziaslania obu tych substancji jest prawdopodob-
nie résny. NaCl wyplukuje endogemny cytochrom ¢ z nieutrwalo-
nych mitochondridw, szczegllnie w przypadku powtarzanego mro-
2enia i rozmrasania /91/. Sam proces przygotowania skrawka
kriostatowego wymaga co najmiej dwukrotnego zamroZenia
i rozmrozenia tkanki /84/, mo2na zatem przypuszczed, pe w obe-
cnodcd NaCl w piynie inkubacyjnym nastepuje wyplukanie znaczne]
czedei endogenmego cytochromu ¢ z mitochondridw, a przy braku
egzogermego cytochromu ¢ reakcja zachodzi tak wolno, iz nie
powoduje wywtorzenia optycznie uchwytnego strgtu DAB.
. PWP, z drugiej strony, znacznie zwicksza gestosé 1 lepkodé



p&ymimm 116, ‘Wi, co moze szé mﬁ 2o-
m enzvmatveznveh i eenzvaatvesnvek W&W
m&zm. : :

Z przytoczonych cbserwacji wynika, i3 stobilizacja mito-
Wmcﬁmwﬁotwm:&miawm
aaigcmkt&immwa ;ommmum&.
écig oksydazy cytochromowej jest dodatnia reakcja w obecno-
Sci NaCl nieutrwalonych mitochendridw inkubowanych w piynie
wykrywajacym - prawdopodobnie na drodze nieenzymatycznej =
cytochron by /76/.

WW:WWWW_
mmummmqmm
od rodzaju i czesokresu utrwalania mnalezy zapewne tiumaczyl
memmagmmmm
cytéw kwasochionnych na utrwalanie /41/.

B. Reskcja warunkowana obecnoSciag wielonienasyconego
. kwasu tiuszczowego w piynie inkubacyjnym

Reakecja opisywana w niniejszej pracy Jjake "specyficzma®
mew‘rmmm
v piynie inkubacyjnym. Z zalo@ei metody Janszena i Nugte-
rena wynika, i2 DAB utleniana jest przez produkty posSrednie
WMomwm
iwusée tiuszezowych /42/. Rozpatrujac z teoretycznege punktu
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ecze procesy, w ktdrych dochodzi do tworzenia nadtienkdws

a/ biosyntez prostaglendyn,

b/ dzistanie niedawno wyodrcbnionej grupy lipoksydez /lipo-
ksypenaz/ zwierzecych /30, 32, 33, 78/,

¢/ nieenzymatyczng peroksydecie lipiddw,

I. Biosynteza pro

Tablica 1I obrazuje schemaltycznie zasadnicze etapy bio-
syntezy prostagiandyn fug. Chana i wsp. /12/, zmodyfikowane/.
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wwkinoksypenaze f;‘; %; 58, ?ﬁ} - zatem metoda histo-

1. W m 2 eyRlooksvrenazs

a. Lokalizacja narzadowa. 2 szeregu przsbedenych narzeddv pow
zytywng reakcje wykazaly Jedynie te, ktdre réwnoczednie
znane 5g 2 najuyisze) aktywmosSci cyklooksygemazy: pgche=-
rzyki nasiemme tryka, czedé rdzenna nerki krélika /13, 15,
29, 52/ - jest to zbieznoié uderzajyca. W przypadiu peche-
rzykéw nasiennych buhaja, cechujgcych sig réwnie2 wysoks
sktywmofcis syntetazy prostaglandyn, negatymmy wynik re-
akeji moze byé spowodowany cbecnodcily clepZochwiejnego
inhibitora, wykrytego w homogenatach, we frakcji nadsaczu
J105¢. Pevme riznice wystgpujq réwniez w komdrkowej loka-
Maktyméclsyntatazypmstaglm&ynibadwsr
steou enzymatycznego na terenie nerek: produkt yreakcji
ijmmglﬁmiewkmna-
wmmamumw
aiy w komfrkach Srodniesszovych, giéwnie w okolicach brow
w.wmwmw




rigzszowych !53, 52, 53, 87/, Jeldeolwiek brek jJest badas
kéw zbiorczych.
ObecnosSé produktu mzcai Mataewima w nielicznych

memm,mm
re) obecnosé wlasnie w ezgdci korowe] nerki zostala po-
mmmmmmsqu-
nie /70/.

-mwﬁw.mwmaw
WWM!‘BWM
mymwvﬁamuzmagw
ajace) gidwnie blonom siateczki érédplazmatyczne)
odpowiadajace]
/2, 6, 7, 83, 105, 111/. Nie przeprowadzono pomiaru ektyw-
MWM*M&M ktéra
amtybyhsyzqmzw

doéwiadczeniach histochemicanych
C. Vipiyw pil. Uzyskane w

' enzymatycznego /7,5 - 8,0/
optymalne pi dla badanego systemu
jest zgodne z wynikami biochemicznych oznaczel optymelnege
zakresuy pH dla syntesy prostaglendyn, a w szczegllnodci



zenazy /90, 93, W,‘-
d. cmmm Zaskakujqco znaczna M badanego
‘ w wysokich temperaturach przy matej

e. Brak wrazliwodei na KCN. Stezenia KCN do 10 mf nie hemowaly
m&i badenego histochemicznie systemu enzymatycznego.
jklocksygenaza Jest réwniez niewrazliwa na KCN /105/,
jekioluiel eyjanki hamus inny enzym systemu syntetazys
reduktaze endonadtlenkdw /94/.

2. Cechy badanego systemu enzymatycznego sprzeczne z cechami
cyklooksygenazy.

8. Brak wrazliwoSci na indometacyn;. Indometacyna w ste2eniach
do 1 pM nie hamowala badanego systemu enzymatycznego zardw-
no w wypadku inkubacji w obecnodci inhibitora, jak tez pre-
inkubacji z indometacyng i nastepowej inkubacji rdwmies
w jej obecnofci. Wynik ten wydaje sig jednoznacznie Swiade
czyé przeciwko tozsamodci badanego systemum enzymatycznego
i cyklooksygenazy, gdyz indometacyna jost swoistym i nie-
tywnodé cyklooksygenazy /58/ w wielokrotnie ni2szych stg-
mmm.wpmmmmm/zy.m
efektu hamowania w przypadku jednoczesnej obecnodci indoe
metacyny i kwasu arachidonowego moZznaby ewentualnie tiuma-
czyé ochromnym dzialaniem substratu na centra aktywne ene
zymu, podobne rezultaty uzyskano w badaniach biochemicze-
nych /102/, jednakZe uprzednia preinkubacja z indometacyng



mm&m&mmmlmotwwm—

0,3 - 3,0 nil, co jest niezgodne ze zjawiskiem inhibicji

syntetazy prostaglandyn przez stg2enia substratu wyzsze
niz 0,3 nil, obserwowanym w badaniach biochemicznych /105,
109/«

d. Wykorzystywanie "faiszywych” substratéw. Badany system
enzymatyceny wykorzystuje poza kwasem arachidonowym réw-
wy 1 linclenowy, ktdére nie s3 substretami dla syntezy
prostaglandyn, i co wigcej, hamjq te syntez; /81/.

e. Uplyw kofaktordw. Bez wplywu na reakcje pozostawal zree
dukowany glutation, jeden z najistotniejszych kofaktordw
biosyntezy prostaglandyn, in vive zastgpowany przez kate-



cholaminy lub S-HT /80, 101/. Inny istotny w modelu bio-

~ chemicznym kofaktor, hmfwmmzmu
zahamowenie reakcji. Hydrochinem, jeko donator eleltrondw
najprawiopodobnie zastepuje kompetytywnie DAB i zamiast
niej ulega utlenieniu w reakcji histochemicznej.

Przytoczone powyzej argumenty Swiadezg o tym, i2 brak jest
WW&MWW
systenu enzymatycznego z syntetazq progtaglandyn, i 2e inter-
pretacja wynikéu podana przez Janszena i Nugterena nie moze
wynienione na wstepie dyskusji mofliwodéci utlemienia DAB
w procesach metabolicznych, w ktdrych biorg udzial nadtlenki
II. Lipoksygenazy.

Lipoksygenazy sq enzymami wykorzystujacymi jako substrat
vielonienasycone kwasy t2uszczowe, m.in. te same, ktdére sg
materialtem wyjéciowym do biosyntezy prostaglandyn i katalizu-
Jacymi ich przemiane w nadtlenki - w odréZnieniu od produktéw
poérednich biosyntezy prostaglendyn nie posiadajqce charakte-
ru cyklicznego /30, 32, 33, 78/. Bademnia biochemiczne wyka-
zaly jednakze, Ze sq to enzymy rozpuszczalne, nie zwigzane
2 blonami /78/, zatem w modelu histochemicznym winny one dy-
fundowaé z nieutrwalonej tkenki do piynu inkubacyjnego, a ich
lokalizacja byiaby mozliwa jedgnie po uprzednim utrwaleniu
tkanki. Badany system enzymatyczny wykazuje dokZadnie odwrot-
ne w2asSciwoéci: najlepsza lokalizacje uzyskuje sic w tkamce
nieutrwalonej, zaé utrwalanie w znacznym stopniu hamuje ak-

tywnoéé enzymatyczng.
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cone kwasy tluszczowe jest procesem, kidrego znaczenie w zje-
/18, 106/. Tworzace sig w tym przewaznie nieenzymatycznym
procesie produkty poérednie w postaci nadtlenkdw kwasdw tiu-

IV. Hipoteza endogemnne] peroksydazy.

Wrazlivodé badanego systemu enzymatycznego na aminotriazol,
swoisty inhibiter katalazy /57/ i szevegu peroksydaz /10, 21/
wskazuje na przynaleznoéé tego systemu wiasnie do tej grupy
enzymbw. Z wynikéw przytoczonych eksperymentdéw wynika, 2e re-
akcJja histochemiczna zachodzgca pod wplywem nienasyconych
kwaséw tiuszczowych ma wiele cech reakeji lokalizujace]
endogenng peroksydaze. Przemawia za tym?

a/ wra2livodé na aminotriazol;

b/ lokalizacja ultrastrukturalna: w blonach siateczki Sréd-
plazmatyczne] i osionki jJadrowej - zgodna z lokalizacjq
wszystkich opisywanych endogermych peroksydaz /11, 74, 92/;

¢/ wrazliwoéé na utrwelanie, zwlaszcza w aldehydzie glutaro-
wyn - wplyw utrwalsnia w glutaraldehydzie na aktywnosé
enzymu jest zasadniczg cechs réznicujges w modelu histo-
chemicznym endogenne peroksydazy, wrazliwe na aldehyd glu-
terowy i katalazg, ktéra pod wpiywem tego aldehydu w zna-

cznym stopniu zwicksza swq aktywnoS¢ percksydacyjng /36,

37, 92/3
&/ optymalny zakres pH - zZgodny z zakresenm zelecanym dla

vytrywania endogenmyca peroksydaz /7h, 92/3
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po pierwsze, nie jest wrazliwy na dwa inhibitory percksydaz:
NaF i KCN w stezeniach do 10 mi. Brak wrazliwoSci na 10 md KCN
wmmmwwmmm

aktoperoksydazy gruczoiu mlecznego /1/3 po drugie, wy-
WVWWmem%,
mmmwmw
w stosunku do H,0,, jakkolwiek opisywsno peroksydazy przeno-
szace elektrony na nadtlenki alkilowe, nadtlenki glikozyddw
nasercowych, czy nadtlenki powstaile w wyniku dzialania lipo-
ksygenazy na kwas linolowy f97/.

Wystepowanie reakcji zale2nej od kwaséw tiuszczowych w obe-
mmummmmwo
za tym, i2 akceptorem elektrondw w tym przgpadku nie jest
nadtlenck wodoru pojawiajacy sie¢ w tkamce na skutek dodania
kwaséw tiuszczowych, lecz najprawdopodobnie] nadtlenki tych
kwaséw, Nadtlenki te pochodzié mogs z ré2nych Zrdde: przede
wszystkim kwasy tluszczowe w roziworze wodnym bardzo szybko
ulegajq sutooksydacji, a zatem pewna iloéé nadtlenkéw moZe
byé wprowadzana do plynu inkubacyjnego juz w momencie dodania
kwasu tiuszczowego. Wprowadzony egzogemnny kwas tiuszczowy
moze réwniet ulegaé peroksydacji w samej tkances zarduno
v procesie nieenzymatycznym, jok i katalizowanym przez lipo-




ksygenaze oraz/lub cyklooksygenazg. Fetodani histochemicznymi
mmwwmmwwm
1 ustalié stopnia partycypacji peszczegélnych procestw w re-
Mwmwmwm
Vzmocnienie intensywnosci reakcji histochemicznej pod wplye
ummmwmmw
bilizacji blon biologicznych w wyniku dzialania DNSO /24, 54,
55/, 1 co za tyn idzie Yatwiejszym dostepen substratu do wng-
trza komérek. Z drugiej strony jednsk pojawity si¢ doniesienia
o znacznyn nasileniu biosyntezy prostaglandyn E pod wpiywem
mso /48/.

v.wmaummw

Analizovana w niniejszej pracy metoda histochemiczna nie
wykrywa zatem, jok to wynika z przedstawlonych powyzej roze-
wazai, syntetazy prostaglandyn, lecz najprawdopodobniej per-
oksydazg, dla ktérej czeéé substratdw moze pochodzié z proce-
su biosyntezy tych zwigzkéw - aczkolwiek brak wpiywu indometa-
cyny na reakeje histochemiczng wskazuje, 12 1lo8é nadtlenkéw
prostaglandyn w stosunku do caiej puli substratéw jest bardzo
znikoma.

Neswwa sic w tym miejscu pytanie: czy i w Jaki sposdb per-
oksydaza ta zwigzana jest z biosyntezs prostaglandyn? Za tynm,
2e taki zwigzek moze istnieé przemawia uderzajaca zbieZnoSé
lokalizacji narzqdowej opisywanej percksydazys Jjej umiejsco-
wienie pokrywa si¢ Scifle z najbardzie] intensywng biosyntezy
prostaglandyn /pocherzyki nasienne, rdzesi nerki/; co wigce),
nienasycone kwasy t2uszczowe nie wywolujq utlenienia DAB
w narzadach nie odzrnaczajgcych si¢ szczegflnie nesilong bio-
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nej peroksydazy i biosyntezq prostaglandyn jest silne hamowanie
syntezy przez S-amino,l,2,4~triazel = sweisty inhibitor
peroksydaz, stwierdzone w badaniach biochemicznych /82/. Auto-
rzy cytowane] tu pracy sugerowali udziai peroksydszy i endogen-
nego Hy0, w pierwszym etapie biosyntezy: w oksygenacji prekur-
sorowego kwasu tiuszczowego, kidry byiby utleniany przez tlen
atomowy pochodzacy z rozkiadu H,0,. Hipoteza ta znajduje sig
Jednak w zasadnicze] sprzecznosSci z wynikami kiasycznych ju2
badasi Samuelssona /95/ dowodzacymi w sposdb bezdyskusyjny, Ze
dwa atomy tlenu wytwarzajgce uklad wewngtrznego nadtlenku przy
C-11 pochodzg z jJednej czasteczki, najpewniej tlenu atmosferycze
nego.

Voznaby raczej przypuszczaé, i2 peroksydaza ta dzigki swym
specyficznym wiasnodciom bierze udzia w drugim etaple biosyn=
tezy: w przeksztalceniu endonadtlenku w czasteczke prostaglane-
dyny, Dzialanie peroksydazy nie mo2e dotyczyé ugrupowania nad-
tlenkowego przy C-9 - C=11, gdy2 dalsze przeksztaicenia tego
ugrupovania /izomeryzacja wewngtrzna badZ redukcja/ zachodzy
przy udziale izomerazy i reduktazy, swoistych enzyméw decydu-
Jacych o kierunku biosyntezy - w strong prostaglandyn E badZ
prostaglendwa F /31, 49, 58, 111/. W przejéciowo powstajqcym
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nie mozna Jednsk wykluczyé, iz tu wiasnie moze znajdowaé as.g
WMW@WWPWM
elekirony na ugrupowania nadtlenkowe kwasdw tIuszezowych.
mwmwwm&m‘m
triazolu na biosyntezg prostaglendyn. Nugterem i Hazelhof
/75/ proponowsli udzial perckeydazy glutatiomnu w procesie re-
dukcji nedtlenku przy C-15 /PGG =» PGH/. ¥ modelu histoche-
zaten, Jek si¢ wydaje, nie stanowl korkurencyjnego dla DAB
donatora elektrondéw. Dla peinego wyjasnicnia ewentualnego
udzialu enzymu o charckterze peroksydazy w biosyntezie pro-

vmwmmmmmm
przypuszezenie, i w przecivimistwie do pierwszego etapu
biosyntezy prostaglandyn, katalizowanego w sposdb Scifle
swoisty przez cyklooksygenazg, nastgpowe przemiany produk-
6w posrednich o charakterze nadtlenkéw mogq zachodzié przy
uiziale nieswoistych dia biosyntezy prostaglandyn enzyméw
typu percksydazy.




WRIOSKI

I. ¥nioski merylorycane.

mmwzw/&imm
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nienasycony kwas tiuszczowy ujawnia aktywnos¢ systemu enzy=
matycznego o cechach peroksydazy wykorzystujscej w charake
Wm’ﬁmwmamww
w biosyntezie prostaglandyn,

ko /PGG/ powstaZego w wynilu

II, Wnioski metodyezne.

1« Optymalny skZad piynu inkubacyjnego dla reakcji demonstrue
Jaced w/w peroksydazg: DAB: 0,5 mg/ml; KCN: 5 iy wielo-
nienasycony kwas tZuszczowys 3 M - &4 mii bufor 0,1 M Tris/
m’ pH 7,53 ew. MISOz 2%,

2. Zvyt niskie stezenie KCN w piynie inkubacyjnym prowadzi

" do utlenienia DAB przez system oksydaza cytochromowa/cyto=
chrom ¢, co maskuje reakejg zalesns od peroksydazy.

3. W metodach inkubacji, w Ltérych plyn inkubacyjny nakre=-
piany jest na szkielka w komorze wilgotnej nalesy stosowaé
wyzsze stezenia lotnych substratéw i inhibitordw /mp. KON/
od stezed usywanych w medelach biochemicznych, poniewas
pewna ¢z¢S¢ substratu lub inhibitora wyparowaje z pZymu
inkubacyjnego, zwiaszcza przy diusszych czasokresach inkue
bacji.
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$ci érodowiska prowadzi do znacznego mlnim!a reakcji

i w efekcie do wytworzenia zbyt malych iloéci stratu
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uzyskivane] przy ulyciu badanej metody wysiute wniosek, i2 reake
cja ta, wbrew postulatom autordw, nie demonstruje aktywnofci
syntetazy prostaglandyn, gdy2 np. jest niewrazliwa ma typowe
inhibitory syntetazy /indometacyna/, a tak?e wylkorzystuje kwasy
tiuszczowe nie przeksztaicane w prostaglandyny; natomiest szereg
JeJ cech wskezuje na przynaleznosé do reakcji wykrywajacych en=
dogenne percksydazy. System enzymatyczny odpowiedzialny w tym
przypadku za wystgpienie reakcji ré2ni sic od typowych peroksy=
daz endogennych zdolnoscig do przekazywania elektronéw na nad-
tlenki kwaséw tiuszczowych, ktdre siutg tu joko substrat.

- Sugeruje sig, i tego rodzaju peroksydaza moge bred udzial
w biosyntezie prostaglendyn /na etepie przeniany PGG = FGH/
zwiqzaned z redukcjy ugrupowania nadtlenkowege przy C-15/.

W oparciu o wyniki eksperymentéy histochemicznych sformuio-
wano réwnie2 wnioski natury metodycznej, dotyczgqee wplywu pro-
telicji osmotycznej ma reghcje histochemiczne z DAB, oraz nie-
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Ryce 1=4, N&mim maa m w ni
owego, w wyniku inkubacji wg

Ryc. 1. Nerka krélika.

snnummﬁmmm

Ryc. 2. HNigsied sercowy krdlika. |

mmmwmmmm
nolegiych do diugiej osi widkien, X 560

Ryc. 3. Blona Sluzowa 2olgdka krélika, Siinie dodat
mmawm X 560

Ryc. 4. Migsied okoruchowy szczura. Rozmieszczenie
reagujqcych elementdw pm Jok w m, ser-
cowym. \/idoczna niemnﬁ W







Ryc. 5. Reakcja nieswoista, jak na Ryc. 1=4, Migsied
sercowy szczura. Wpiyw inhibitordéw obecnych
w piynie inkubacyjnym.

A. Reakcja kontrolna, X 560

B, 5 mM KCN, X 130

C. 5 nif NalNz. X 130 | '

D. 5 NaF, X 260 ;
E. 10 oM aminotriazol. X 260

F. 1 i indometacyna. X 260

Catkowite zahamowanie reakcji przez KCN i Nd‘;a

oslabienie intensywnodci reakcji pod wplywem
““. ; i ' ;






Ryc. 6-7. W91yw gmt&cji osmotycznej na reakcje tkanek
z DAB,

Ryc. 6 A-C, Nerka krélika, nieutrwalana. Skiad piymu ine
kubacyjnego: DAB 0,5 mg/ml, bufor Tris/HC1
pH 7;‘0 z dodatkiems
A 7,5 sacharozy,
Bs 0,9 NaCl,
Cs 7;% PVP. ! ;
Braek reakcji w tkankach inkubowanych w obec-
noéci NaCl 1 PVP. X 130

Ryc. 6D. Nerka krélika, nieutrwalana, Skitad piynu in-
kubacyjnegot DAB 0,5 mg/il, bufor Tris/HCl
pH 7,4, cytochrom ¢ 1 mg/ml, 0,% NaCl.
Silnie dodatnia reakcja pomimo obecnosci NaCl.

Ryc. 7. Nerka krélika, utrwalana w 2,5 aldehydzie
glutarowym przez 18 h. Reakcja z utleniong

DAB wg Hirai /40/, piyn inkubacyjny z dodat-
kiems

A: 7,5% sacharozy,
B: 0,9 NaCl,
C: 7,5 PVP,

Silnie dodatnia reakcja o wyraZnie mitochon=
drialnej lokalizacji w tkamkach inkubowanych
W obecnofci sacharozy i NaCl, reakcja na gre=

nicy uchwytnodci optyeznej w tkance inkubowa=
nej w obecnodci PVP, X 560

\






Ryc. 8-9, Roakcja zalazna od eéci kwasu arachidcm-
wego w piynie inkubacyjnym.
Skad piynu: DAB 0,5 mg/ml, kwas arachidonowy
1 mM, KCN 5 mM, bufor Tris/HC1 pH 8,0.

Ryc. 8. Nerka krélika, nieutrwalana.

A. Reskcja w cewkach zbiorezych na terenie
rdzenia. X 130 '

BjC: Przekréj pofrzeczny i podluiny przez cew=
kg zbiorczg wykazuje jednakows reaktywnodé
wszystkich komérek fciany. X 560

D. Okolica brodawki, pozytywna reakcja w ko=
nmérkach ﬁréduiqzsze‘vrych. X 260

Ryc. 9. Pgcherzyki nasiemme tryka, nisutrwalane,
A, Reakcja w komérkach nabionka g:uczolowego. X 150
B. Silniejsze powigkszenie, demonstrujgce
wyraZniej zaznaczong reakcje na terenie
biony jadrowej. X 560






Ryc. 10, Wplyw protekcji osmotycznej na reakcje zalezng
od kwasu arachidonowego. '
Nerka krdéliks, nieutrwalana., X 130

A. Reakcja w obecnodci 7,5% sacharozy.
B. Zahamowanie reakcji w obecnofci 7,5% PVP.

Ryc. 11, VWpiyw DMSO na reakcje zaleing od kwasu arachi-
: { : , ;
Pgcherzyki nasiemne tryka, nieutrwalane. X 130
A. Reakcja kontrolna,

B. Reakcja w obecnodci 2% DMSO w piynie inkuba=-

cyjnym, widoczne wzmozenie intensywnodci
reakcji.
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Ryc. 12. VWpiyw inhibitordéw obecnych w plynie inkubacyj-
nym na reakcje zaleing od kwasu arachidonowego.
Nerka krdélika, nieutrwalana,

A. Reakcja kontrolna, X 130

B. 10 o KCN, X 260 :

C, 10 oM NaF. X 130

D. 10 oM waNE. X 260

E. 1 oM indometacyna. X 260

Fo 10 uM kwas mefenamowy. X 260
- G. 25 mM kwas acetylosalicylowy. X 260
He 10 oM aminotriazel., x 130

Jedynie aminotriazol powodije zahamowanie
rcukc._‘ji.



Rycs 13. Efekty uzycia "falszywych® substratéw,
zastepujgcych kwas arachidonowy w piynie
inkubacyjnym.

Pegcherzyki nasiemme trgka, nieutrwalane,
Poza buforem, KCN i DAB piyn inkubacyjny
zawierals

A. 3 mM kvas palmitynowy., X 130

B. 3 mM kwas olejowy. X 130

C. 3 mM kwas linolowy. X 130

D. 3 nl kwas linolenowy. X 130

E. 3 mM kwas arachidonowy. X 130

F,G,H. 0,003 H,0, ‘
G,H: reakcja w cewkach zbiorczych
i komdrkach Srédmigzszowych nerki
krélika,

. Fs X 2603 G: X 5603 H: X 260

Widoczna pozytywna reakcja o stopniowo wzra-
stajace]) intensywnodci przy zastosowaniu w cha=
rakterze substratu wielonienasyconych kwaséw
tiuszczowych o wzrastajgcej liczbie wigzafi nie-
nasyconych /kw. linolowy, linolenowy, arachido-
nowy/ oraz wybitnie intensywns reakcje przy
uzyciu 3202 Jjako substratu - reakcja ta wykazu~
Je tg samg lokalizacje w pecherzykach nasien-
nych oraz na terenie nerki, co reakcja zalezna
od kwasu arachidonowego.






Ryc. 150

Wplyw kat&lazy /300 vg/m1/ dodanej do piynu
inkubacyjnego na reakcje zaleine od nienasy-

conych kwaséw tiuszezowych 1 Hy0,.

Uzyte substraty: o
A, 3 ¥ kwas linolowy. X 260

B. 3 mM kwas linolenowy. X 260 -

C. 3 ull kwes arachidonowy. X 260

B. a,&}% 82@2‘ 1 :

Katalazg zapobiega wystgpieniu reakcji jedynie
w przypadku uzycia H,0, w charskterze substratu.

Wptyw niektérych kofaktordw biosyntezy prosta-

glandyn obecnych w piynie inkubacyjnym na re-

akeje zalezng od kwasu arachidonowego. ,

As 10 oM zredukowany glutation /GSH/ - brak
wpiywu na reskcjq.. ‘

B. 10 mM hydrochinon ~ zzhamowanie reakecji.

X 130






Ryc‘ 16.

Ryc. 17,

Ultrastrukturalna lokalizacja reakcji nieswoistej

zachodzgcej w nieobecnodéci kwasu arachidonowego

przy zastosowaniu piynu inkubacyjnego zawierajgce-

go 0,5 mg/ml DAB i bufor Tris/HC1 pH 8,0.

Produkt reakecji obccny'w'przcatrzsniaﬁh mi¢dzybio=
astych i wewnqtrzgrzﬁbilniﬁwych.mitachnndridwz

e v’knnérco robocze] uieﬁnia sercowego krdélika

X 16 000

'B. v koméree okZadzinowej blony Sluzowej zoiadka

krélika, X 12 000.
/Tkanki nieutrwalane/.

/

Elektronogram komdrek cewek zbiorczych rdzenia
nerki krélika /tkanka nieutrwalana/.

Reskecja zalezna od kwasu arachidonowego.

Skapy produkt reakcji zlokalizowany jest na
bionach osionki jgdrowej i siateczki Srédpla=
zmatyczne] [strzaika/. X 20 000
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